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(54) Mutant attenu6 de Listeria monocytogenes; souche recombinante de Listeria monocytogenes, utilisation 
comme vecteurs tteterologues d'antigenes vaccinal et utilisation comme vaccin ou composition diagnosti- 
que. 

(57) ^invention a pour objet un mutant att6nu6 de Listeria 
monocytogenes comportant dans le g&ne act A ou dans le 
promoteur de celui-ci un mutant apte & bloquer ou modifier 
I'expression de la proteine cod6e par le gdne act A. 

Ce mutant peut 6tre utilis6 en tant que vecteur vivant 
pour I'expression d'un ADN h6t6rologue f notamment d'un 
g&ne codant pour un antigdne viral, bacterien ou parasL 
taire protecteur cible de lymphocytes T de la sous-classe 
CD8. 

Les souches mutantes recombinantes ainsl obtenus ont 
des applications en tant que vaccin ou composition de dia- 
gnostic pour le controle de l'6tat de protection d'un hdte. 
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La presente invention concerne une souche 
mutante att6nu6e de Listeria monocytogenes et ses 
applications iWmuno-therapeutiques et diagnostiques, 
notamment pour la fabrication d'une souche recombinante 
5 utilisable en tant que vaccin. 

Listeria monocytogenes est un bacille aferobie 
facultatif , non sporulent, k gram-positif tres r6pandu 
dans 1 1 environnement et responsable de la list6riose 
humaine et animale. La maladie se manifeste par des 

10 infections opportunistes, soit par une m§ningite et/ou 
enc^phalite, des septicemics ou par des avortements, avec 
un taux de mortality elev£ chez les nouveau-n£s et les 
adultes dont les m6canismes de defense sont af f aiblis par 
la grossesse, une immunosuppression therapeutiquement 

15 induite, une maladie sous-jacente ou la vieillesse. La 
listeriose peut aussi atteindre des sujets apparement 
sains . 

Listeria monocytogenes est capable in vivo 
comme in vitro d'infecter une grande vari6t6 de types 

20 cellulaires dont les macrophages , les fibroblastes, les 
cellules 6pith61iales et les entferocytes. 

Apres sa penetration dans la cellule infec- 
tee, la bacterie lyse la membrane du phagosome grace & 
une h6molysine qu'elle secrete. Au terme de cette 6 tape, 

25 la bacterie est dans le cytoplasme de la cellule hdte. 

En outre, Listeria monocytogenes se charac- 
terise par son aptitude & se propager dans les tissus par 
infection directe de cellule & cellule sans quitter le 
cytoplasme (Racz et al., 1970 (9)). 

30 Peu de temps aprds son entree dans la cellule 

h6te, la bacterie s'entoure d'actine filamenteuse (actine 
F) qui ulterieurement se rearrange en "comete" 
derriere i a bacterie dans la direction oppos6e au mouve- 
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ment (Tilney et al., 1989, (1); Mounier et al., (1990) 
(13). L 1 actine polymerisee est constitute de microfi- 
laments courts , orientes au hasard qui different des 
filaments d 1 actine longs habituellement observes dans les 
cellules musculaires. 

Les bacteries sont mobiles et laissent 
derri&re elles des "cometes" d f actine F de plusieurs pm 
de longueur* Certaines sont incorpor6es dans des protube- 
rances cytoplasmiques en forme de doigt, qui peuvent etre 
internalises par les cellules voisines. Les deux membra- 
nes plasmiques entourant la bacterie sont alors lysees. 
Une fois dans le cytoplasme de la nouvelle cellule h6te, 
la bacterie peut se reproduire et commencer un nouveau 
cycle de dissemination. 

Pendant ce processus de dissemination, les 
cellules de Listeria monocytogenes sont protegees du 
systdme immunitaire de I'hote, et la dissemination de 
cellule a cellule represente par consequent un facteur 
cie de virulence. 

En isolant et analysant un mutant Tn 917-Lac 
inapte h se disseminer de cellule h cellule, les inven- 
teurs on pu identifier une proteine de listeria monocyto- 
genes impliquee dans I 1 assemblage de 1' actine induit par 
la bacterie. 

Le gene codant pour cette proteine denommee 
act A, fait partie d'un operon (Mengaud et al., 1991 (b) 
(8)) dont la sequence nucieotidique complete a ete 
recemment decrite (Vazquez-Boland et al., 1992 (12)). 

La presente invention a ainsi pour objet tine 
souche de i i gteria monocytogenes & virulence attenu6e, 
caracterisee en ce qu'elle comporte, dans le g£ne act A 
ou dans le promoteur de celui-ci, une mutation capable 
de bloquer ou de modifier sensiblement l 1 expression de 
la proteine codee par le gene act A. 

La mutation peut etre realisee selon des 
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techniques connues, notamment par insertion dans le gene 
act A ou son promoteur jd'une sequence d f une ou plusieurs 
bases , de preference un transposon stable, deletion d f une 
ou plusieurs bases, mutations telles que mutations par 
5 mutagendse dirig&e, par exemple par PCR et notamment 
mutations faux-sens. 

La mutation peut notamment §tre r6alis6e par 
insertion d f un transposon, tel que le transposon Tn917- 
lac, comme d6crit dans Mengaud et al., 1991 (a) (7). 

10 La mutation est ef fectu6e de pr6f 6rence dans 

le fragment d T ADN codant pour la sequence peptidique a 
motifs r6p6t6s comprise entre les aminoacides 235 a 315, 
350 & 360, 367a 385 et 389 & 393 de la sequence peptidi- 
que SEQ ID N° 1. 

15 un autre site de mutation avantageux, notam- 

ment d 1 insertion est situe en aval de 1' adenosine en 
position 497' de la sequence nuclfeotidique du gene act A. 

Cette position correspond & celle entre les 
aminoacides 61 et 62 de la sequence peptidique SEQ ID 

20 N° 1. 

Une souche particulierement pr6f 6r6e selon la 
pr&sente invention est la souche de la Listeria monocy- 
to genes LUT 12 d6pos6e & la Collection Nationale de 
Cultures de Micro-organismes (CNCM) le 30 Janvier 1992 

25 sous le num6ro 1-1167 • 

Les mutants selon l 1 invention sont aptes & 
conf6rer & des hdtes auxquels ils ont 6t6 administr6s tine 
protection contre une infection ult6rieure par une souche 
pathog&ne de Listeria monocytogenes . 

30 L' invention a done fegalement pour objet un 

vaccin humain ou v6t6rinaire comprenant en tant que 
composant actif une souche att6nu6cde Listeria monocyto- 
genes^, telleque d^finit pr§c6demment. 

Ce vaccin est apte & conf 6rer une protection 

35 efficace a l'homme ou h l 1 animal notamment aux bovins et 
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ovins contre la listdriose. 

La reponse immunitaire gen§r§e par 1 1 adminis- 
tration d f un mutant att6nu6 tel que d6fini se traduit par 
la proliferation essentiellement de lymphocytes T de la 
5 sous-classe CD8. 

Les lymphocytes T de la sous-classe CD8 sont 
actives par des peptides li6s & des antigSnes de classe 
I du CMH (complexe majeur d 1 histocompatibility) g6n6r6s 
par la prot6olyse de protfeines synth&tis&es ou Iib6r6es 

10 dans le cytoplasme de cellules pr6sentant l'antigene. 

Ainsi, les mutants att§nues de Listeria 
monocytogenes selon l f invention, sont aptes a stimuler 
le systeme immunitaire par la voie qui utilise les 
molecules de classe 1 du CMH. 

15 ii est par consequent possible en transfor- 

mant Listeria monocytogenes a l f aide d f un plasmide 
approprie d' intaroduire un gene h6t6rologue provenant de 
n'importe quel organisme et d f utiliser les souches 
recombinantes obtenues comme syst&ae d 1 expression d'ADN 

20 hdtdrologue. 

L f invention a ainsi 6galement pour objet un 
mutant recombinant de Listeria monocytogenes caract6ris6 
en ce qu'il comporte un ADN h£t£rologue soit insure dans 
le genome d f un mutant att6nu§ tel que d§fini pr6c6dem- 

25 ment, soit port§ par un plasmide se r&pliquant dans le 
mutant att6nue. 

I 1 ADN h6t§rologue consiste de pr6f6rence en 
un gene h£t&rologue codant pour un antigene protecteur 
cible de lymphocytes T de la sous-classe CD8. 

30 Cet antigene peut §tre d'origine bactdrienne 

(par exemple de mycobactdries ) , parasitaire, (par exemple 
de Leishmanial Trypanosoma ou Toxoplasma) ou viral (virus 
de la grippe , virus de la choriom6ningite 
lymphocytaire (LCMV) ou virus du Sida (VIH)). 

35 Un mutant recombinant de Listeria monocvtoae- 
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nes particuli^rement intferessant comporte les g&ies 
codant pour l f antig6ne gag et/ou l'antigene nef du VIH 
ou tout ou partie de I'enveloppe gp 120 du VIH 1 ou gp 
140 du VIH 2 ou par un peptide tel que d§f ini dans US-4 
943 628. 

La construction du mutant recombinant peut 
§tre r6alis6e par transformation d f un mutant att£nu6 tel 
que d6fini ci-dessus, notamment du mutant LUT 12 k I'aide 
d f un plasraide appropri6 / et par exemple 61ectroporation. 

Avantageusement, le clonage de l'ADN h6t6ro- 
logue sera r§alis6 chez E. Coli et on utilisera un 
plasmide navette E. Coli - Listeria monocytogenes pour 
rfealiser la transformation. 

Comme plasmides^ on peut citer pMKA (Sullivan 
et al., (14)) ou PHT 320 (Leredus et al., (15)). 

Pour permettre 1' expression du gene d T int6r6t 
(gene h6t§rologue), il est avantageux d 'insurer en amont 
du gene d'interfrt un promoteur fort de Listeria, tel que 
le promoteur hly. 

Pour que le produit de traduction du gene 
d f int6r§t puisse etre secr6t6, il est preferable de 
fusionner le gene d'intferfet au debut de hly afin d'utili- 
ser "la sequence signal" de la listferiolysine 0 pour 
liberer la proline d f int6rSt cod6e par le gene hetSrolo- 
gue dans le cytoplasme d f une cellule d'h6te. 

Les souches recombinantes de Listeria monocy- 
to genes tels que d6finies ci-dessus conviennent de 
manifere avantageuse pour la preparation d'un vaccin 
recombinant humain ou v§t6rinaire, contre une infection 
provoqu&e par un microorganisme produisant un antigene 
correspondant & la prot6ine cod6e par l f ADN h6t6rologue 
ins§r6 dans le genome de Listeria monocytogenes recombi- 
nant. 

Les vaccins selon 1' invention peuvent §tre 
administres par voie intra-veineuse, sous-cutann6e, 
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intra-musculaire ou orale. 

Une dose appropriee se situe entre 5.10 4 et 
10 9 cellules /kg de poids. 

Cette dose varie en fonction de la voie 
d 1 administration ainsi que de la sensibility de l f h6te. 

L f administration est de pr6f6rence r6p6t6e 
afin de conf6rer une protection efficace & l f h6te. 

Les mutants recombinants de Listeri a monocy- 
to genes d6f inis ci-dessus sont 6galement appropri6s a la 
preparation d'une composition de diagnostic destin&e au 
controle de l f 6tat de protection d f un bote humain ou 
animal contre une infection provoqu6e par un microorga- 
nisme produisant un antig§ne correspondent & la protfeine 
codde par l f ADN hetferologue ins£r6 dans le genome de 
Listeria monocytogenes recombinant ou exprime dans cette 
souche lorsque port6 par un plasmide. 

II suffira; d f injecter localement la composi- 
tion de diagnostic selon l 1 invention , par voie sous- 
cutanee par exemple, et d f observer apres un certain temps 
de latence si une reaction inf lammatoire a lieu ou non, 
& la manifere du test a la tuberculine utilise pour 
contrdler l f 6tat de protection d f un hote contre le 
bacille de la tuberculose. 

On decrira ci-apres I'obtention de la souche 
mutante LUT 12 de Listeria monocytogenes ainsi que ses 
propri6t£s en se r6ferant a la fig. annex6e reprdsen- 
tant : 

A : I'op&ron 16cithinase de Listeria monocy- 
togenes (Vazquez.- Boland et al., 1992 (12) avec la 
position du transposon dans le mutant LUT 12 et la 
position des mutations par insertion de plasmides dans 
le mutant. 

B : la sequence d 1 aminoacides de la prot§ine 
du gene act A. 
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Les traits noirs renforcfes reprfesentent des 
g6nes dont les produits ont 6t6 caract6ris£s (mpl : 
metalloprot&ase, Domann et al., 1991 , (3) act A : 
(pr&sente invention ), pic B : 16cithinase) ORFX, ORFY et 
5 ORFZ sont des cadres de lecture ouverte. 

P : indique le promoteur, les lignes en 
pointill6es le produit de transcription et Q- un signal 
de terminaison de transcription potentiel. 

La sequence signal potentielle et le segment 
10 transmembranaire sont soulign6s. La region de motifs 
r&p&t&s est entour6e. La fleche correspond a l v insertion 
de Tn 917-lac dans le gene actA du mutant LUT 12. 

La num&rotation debute a l'extr&mit& NH 2 de 
la prot6ine mature. Les r&sidus d6termin§s par micros^- 
15 quengage de la bande de 90 kDa sont imprimes en caracte- 
res gras et marqu6s par un asterisque. 

1 - Techniques g6n6rales de clonage et d f analyse d'ADN 
Toutes les techniques de clonage et d v analyse 
20 ont 6te ef f ectudes conf orm&nent aux protocoles standards 

(Sambrook et al. 1989 (10)) ou suivant les instructions 

du fabricant. 

1 • ADN chromosomique de Listeria monocytogenes 

a 6t6 pr6par6 comme d£crit par Mengaud et al., 1991 (b) 
25 (8). Les sondes pour Southern blot ont 6t6 pr&par£es par 

PCR, purifides a partir des gels d f agarose en utilisant 

le kit Geneclean (Bio 101,, Inc, La Jolla, CA), et 

marqu&es en utilisant le systeme Multiprime d f Amersham. 

Les hybridations selon Southern ont &t6 
30 r6alis6es h l f aide du syst&ne d 1 hybridation rapide 

(Amersham) sur des membranes de Nylon N (Amersham) dans 

tin four pour hybridation Hybaid. 
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II - Isolement de la souche LUT 12 et determination du 
point d 1 insertion du transposon 

Une banque de mutants Tn 917-lac, produits a 
partir de la souche de type sauvage L028 et du plasmide 
p TV32 portant le transposo Tn 917-Lac comme d6crit par 
Mengaud et al., 1991 a (7), a 6t6 cribl6e sur des plaques 
de g61ose au jaune d f oeuf pr6par6e & partir de jaune 
d'oeuf frais dilu6 au 1:2 dans une solution de NaCl 150 
mM # et d f addition de 12,5 ml de ce mfelange & 250 ml de 
gelose additionnde d'une infusion de cerveau et de coeur 
(BHI) a 56°C. 

Un mutant 16cithinase-n6gatif ne produisant 
pas d 1 opacification du jaune d f oeuf meme aprds une 
incubation prolongee et montrant un phenotype de type 
sauvage pour tous les autres caracteres examines a 6t6 
appelde LUT 12. 

A - Caracteri stiques bioloaicrues de ce mutant 

Ce mutant avait a la fois une activity 

hemolytique et un taux de croissance in vitro identiques 

au type sauvage , mais se rfevelait de virulence trds 

attfenuee chez la souris. 

TOXICITE 

La DL 50 6tait plus 61ev£e d f un facteur 4 log 
10 que la DL 50 des bactferies du type sauvage (10 8 - 55 
bact6ries au lieu de 10 4 ' 25 ). 

TESTS DE FORMATIO N DE PLAGES SUR CULTURES DE 

FIPRQBLASTES 

Des essais ont 6t§ ef fectu6s sur des f ibro- 
blastes 3T3 (EGA CC88Q31146). selon la technique dfecrite 
par Kuhn et al., 1990 (5), sauf que les infections 
6taient r6alis6es & des concentrations varices d f inoculum 
: 1 a 25 pi de sous-cultures bactferiennes de 2 heures 
(A 600no de 0,45) soit non dilutes soit diludes au 1/10. 
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Cet essai r&v&le 1' aptitude de Listeria 
monocytogenes & se multiplier de maniere intracellulaire 
et & se dissSminer sur des couches simples de f ibroblas- 
tes revetues d'une couche de gglose contenant de la 
gentamicine k une concentration 16tale pour les bact6ries 
extracellulaires raais non pour les bact&ries intracellu- 
laires. Apr 6s plusleurs jours, des zones de cellules 
mortes d6truites par 1' infection bact&rienne sont 
visibles & l'oeil nu sous forme de "plages". 

Les bact6ries LUT 12 mutantes 6taient inaptes 
It former des plages sur des couches simples de fibro- 
blastes 3T3. 

ESSAI DE DISSEMINATION SUR DES MACROPHAGES DE 
MQEI,LE QSSEVSE 

Une observation au microscope optique de la 
diss&nination de Listeria monocytogenes sur des couches 
simples de macrophages primaires de moelle osseuse a en 
outre 6t6 r&alis§e comme suit. 

Des suspensions contenant des macrophages ont 
6te pr6par§es a partir de moelle osseuse d'une souris 
femelle C57BL/6 £g£e de 7 semaines, et cultiv6es dans un 
milieu RPMI contenant 10% de s&rum foetal de veau en 
presence de surnageant L. 4.10 s macrophages d6riv6s de 
moelle osseuse obtenus au jour 6 ont &t£ ensemenc&s dans 
les lamelles en verre rondes (diametre 12 mm) la veille 
de l 1 utilisation. Les macrophages ont 6t§ infect6s avec 
une MI (multiplicte d f infection ) de 0,04 (une bact^rie 
pour 25 macrophages, resultant en & peu prds 1% de 
cellules infect&es), de manl&re h pouvoir observer des 
points individuels d 1 infection, g£n§r§s par la prog6ni- 
ture d'une seule bact6rie. L 1 infection a 6t6 r6alis6e 
comme ddcrit pour un macrophage J774. 

Apres 30 minutes et apres 8 heures, ces mono- 
couches cellulaires ont et6 fix§es et color£es avec une 
solution de Giemsa. 
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Apres 8 heures, la prog6niture des bacteries 
de type sauvage s f 6tait diss6min6e a de norabreuses 
cellules hStes nouvelles, et des bact6ries portant des 
protuberances k leur extr6mit6 pouvaient etre observ6es. 
5 Au contraire, la prog6niture du mutant LUT 12 est res tee 
enferm6e & l 1 inter ieur d'une seule cellule infect6e. Les 
bacteries mutantes ont, soit form6 des microcolonies ou 
etaient diss6min£es dans le cytoplasme des cellules 
h6tes, mals aucune protuberance contenant des bacteries 

10 ne pouvaient etre d6tect6s. 

Ce resultat indique que la bacterie mutante 
se raultiplie & l f inter ieur des cellules infectees, mais 
est incapable d f infecter des cellules adjacentes par 
dissemination de cellule & cellule. 

15 TEST DE CROISSANCE SUR DES M ACROPHAGES J774 

Un essai demontrant que la bact6rie mutante 
LUT 12 etait apte & se multiplier de mani&re intracellu- 
laire a 6te realise au moyen d'un test de croissance sur 
des macrophages J774. 

20 Cet essai a 6te r6alis6 sur des couches 

simples de J774 dans des flacons de culture de tissus en 
matiere plastique de 25 cm 3 . Les cellules etaient 
infectees avec une MI de 10 bacteries par cellule. Le 
nombre de bacteries intracellulaires 6tait calcuie apres 

25 2, 6 et 10 heures de croissance sur un milieu contenant 
de la gentamycine (5 pg/ml) par lyse des mono-couches 
cellulaires, lavage avec de l'eau distill6e froide et 
etalement de dilutions appropriees sur des plaques 
contenant un milieu BHI. 

30 Apres une dur&e de 10 heures, les courbes de 

croissance des bacteries de type sauvage et LUT 12 
etaient identiques. 

OBSERVATIONS AU MICROSCOPE ELECTRONIOUE 
Le comportement intracellulaire du mutant LUT 
35 12 a ete observe au microscope eiectronique. Des macro- 
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phages J774 6taient infectfes avec des bact6ries de type 
sauvage ou la souche rautante pendant 30 minutes, sulvle 
par tine Incubation de 60 & 210 minutes dans un milieu 
contenant la gentamycine. Pour le mutant et le type 
5 sauvage, on pouvait observer des bact&ries libres dans 
le cytoplasme & 1 h 1/2 d 1 infection. A ce moment, le type 
sauvage et le mutant 6taient entourgs par une couche 
mince de materiel granulaire cr§pel6, mais seul le type 
sauvage comportait du mat&riel f ilamentaire assemble h 

10 sa surface, constitu6 de filaments d'actine. A 4 h apr&s 
l f infection, les bactferies de type sauvage fetaient 
entour6es par d'epaisses couches de filaments d f actine 
F. Au contraire, les bact£ries mut antes LUT 12 § talent 
presgue nues. Meme le revetement fin crepel§ observe au 

15 moment pr6coce de 1' infection avait disparu. 

Pour visualiser 1 1 association d'actine F 
bacterienne de maniere specifique, les auteurs ont 
r6alis6 des colorations en double fluorescence & l f aide 
de FITC-phalloldine, une toxine fongique se liant & 

20 l'actine F, et avec un s&rum arvfci-L . mo nocytogenes . suivi 
par un second anti-corps coupl& & la rhodamine, pour 
detecter les bact6ries. Les macrophages J774 6taient 
inf ect§s depuis 4h avec les bact&ries de type sauvage ou 
mutant. Tandis que les bact6ries de type sauvage se 

25 coloraient positivement avec la FITC-phalloidine, les 
bact&ries mutantes LUT 12, bien que dfrtectables avec le 
s6rum anti-L. monocytogenes restaient invisibles avec la 
coloration de l'actine. 

Ces r&sultats d§montrent que les bactSries 

30 LUT 12 s'#chappent des phagosomes aussi efficacement que 
les bactferies de type sauvage et se multiplient dans le 
cytoplasme. Cependant, les bactferies mutantes ne sont 
jamais associfees avec de l'actine F, sont incapables de 
se ddplacer & l'interieur de la cellule, et ne peuvent 

35 infecter des cellules voisines par dissemination directe. 
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Ces observations suggerent que le mutant LUT 12 est 
deficient en un composant necessaire pour le procede de 
formation de filaments d'actine induit par Listeria 
monocytogenes. 

5 B - DETERMINATION Ml POINT D ' INSERT ION Ml TRANSPOSON 

Ce mutant a ete analyse par Southern blot 
pour determiner le nombre de transposons insures dans son 
chromosome. 

L'ADN chromosmique a ete digere par Bam HI, 

10 Eco R0, Hind III, Kpn I et Pst I. 

On a utilise deux sondes differentes corres- 
pondant a Tn 917-lac (Shaw et Clewell, 1985 (11)): une 
sonde recouvrant 515 paires de bases du gene de resis- 
tance a l'erythromycine, obtenue par PCR avec les 

15 oligonucleotides 5'-TTG GAA CAG GTA AAG GGC ATT TAA-3 * 
(position 821 a 844) et 5'-AGT AAA CAG TTG ACG ATA TTC 
TCG-3' (position 1313 a 1336), et une sonde recouvrant 
le fragment interne Hind III du transposon obtenue par 
PCR avec les oligonucleotides 5'-ACA ATT AAT GTC TCC CAT 

20 ATT-3 1 (position 3082 a 3102) et 5' (ACT GAT AAT TAA CCA 
AAA CAG-3' (position 4295-4315). 

La jonction transposon-chromosome a 6te 
clonee & partir d'une bangue d'ADN chromosomigue obtenue 
par restriction avec Eco RI/Kpn I dans pUC 18. Un clone 

25 comportant un segment d' insertion, correspondant a la 
jonction chromosome- transposon a et6 isole et sequence 
directement a partir du plasmide par utilisation d'un 
oligonucleotide s'hybridant avec l'extremite droite du 
transposon (S'-CTA AAC ACT TAA GAG AAT TG-3', position 

30 5244 a 5263). 

Le transposon 6tait insert apr&s 1' adenine 
497 dans la sequence nuclfeotidique du fragment Hind III - 
Eco RI du gene act A de l'operon identifie par Mengaud 
et al., 1991 (b) (8), dont la sequence nucleotidique a 

35 ete decrite par Vazquez-Boland et al., 1992 (12). 
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Le point d f insertion du transposon Tn 917-lac 
est repr£sent& sur le shc&na de la fig. (A). 

Le ph6notype lecithinase-n&gatif du mutant 
LUT 12 est vraisemblablement d€L d un effet polaire de la 
mutation par insertion dans act A, dans la mesure ou le 
3&ne gene de l f op6ron plcB code pour la leclthinase. 

Des Etudes compl&mentaires ont 6te r6alis6es 
qui ont d£montr& que la perte de I 1 activity de polymeri- 
sation de l'actine 6tait bien due a une perte d f expres- 
sion du gene Act A. 

Des mutants ont ete realises par recombinai- 
son homologue entre le chromosome de Listeria monocytog e- 
nes et des fragments correspondant & des parties du gene 
plcB et des cadres de lecture ouverte ORFX/Y et ORFZ 
(fig* (A)) situ&s en aval du gene act A par insertion 
de plasmides en divers sites. 

Des etudes d f immunofluorescence par utilisa- 
tion de FITC-phalloldine et marquage a la rhodamine de 
bactdries dans des macrophages J 774 inf ectes ont montre 
que les mutants plcB, ORFX/Y et ORFZ 6taient associ&s a 
des filaments d f actine F tout comme les bact&ries de type 
sauvage. Ces etudes ont ete compietees par des etudes de 
microscopie 61ectronique qui ont montre que ces mutants 
etaient aptes a stimuler l v assemblage de l'actine de la 
meme maniere que le type sauvage. 

Ces analyses montrent par consequent que des 
mutations en aval de act A n'affectent pas l f assemblage 
de 1 1 act ine A et suggerent que 1 1 incapacite du mutant LUT 
12 & polymeriser l'actine cellulaire est due & 1' absence 
d v expression du gene act A, 

Une transformation du mutant LUT 12 realis6e 
avec act A montre par ailleurs que le ph6notype de type 
sauvage est restaure, ce qui exclut la possibilite d'une 
mutation spontan6e en un autre site du chromosome. 

Ces resultats d6montrent ainsi que le produit 
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du gene act A est n£cessaire pour 1 1 assemblage de 
1 ■ actine de Listeria monocytogenes et par consequent pour 
son pouvoir pathogfene. 

Le produit du gene act A a 6t6 d6termin§ 
5 comme d6crit ci-apr6s : 

III - Analyse du produit du g&ne act A 



La sequence nucl&otidique du g&ne act A 
10 laisse supposer que celui-ci code pour une protfeine de 
639 aminoacides avec une sequence signal et line region 
transmembranaire (Vazquez Boland et al. r 1992 12(). 

Des Etudes compl&nentaires ont 6t6 r6alis6es 
d v une part par analyse compar£e des prot6ines de surface 
15 de Listeria monocytogenes de type sauvage et de la souche 
LUT 12. 

Les isolats bacteriens ont etd cultives dans 
200 ml de bouillon d 1 infusion cerveau-coeur (BHI, 
Labor atoires DIFCO, Detroit , Michigan) additionn6 

20 d'6rythomycine k 5 jig/ml pour LUT 12 , sous agitation a 
160 tpm sur un agitateur Gyrotory G10 (New Brunswick 
Scientific) S 37° C pendant 18 h. 

Les bact^ries ont 6te recoltfees par centri- 
fugation (5000 g pendant 20 minutes) et lavees a trois 

25 reprises dans une solution saline de tampon phosphate 
(PBS). 

Le culot obtenu a 6t& remis en suspension 
dans 4 ml de PBS et du SDS a 6t6 ajout£ £i une concentra- 
tion finale de 1 %• A cette concentration de SDS, les 

30 cellules de L. monocytogenes ne se lysent pas. L f absence 
de lyse bacterienne a 6t6 v6rifi6e au microscope. Apr&s 
5 minutes d' agitation 4 temperature ambiante, les 
bacteries ont 6te centrifug6es (50.000 g pendant 10 
minutes) et le surnageant concentre par ultrafiltration 

35 sur des microconcentrateurs (Centricom 30, Amicon) et 
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conserve a -20° C. 

La concentration en prot&ines a 6t§ d§ter- 
min§e k 1'aide de la mfrthode k l v aclde biclnchonlnlque 
( Pierce )• La concentration en prot&ines a 6t6 a jus tee k 
5 300 pg/ml pour l f 61ectrophorese. 10 pi d 1 extra! t ont 6t6 
m£lang6s avec 10 \xl de tampon (SDS & 2 %, glycerol k 10 
%, mercapto&thanol & 5 %, bleu de bromoph6nol k 0,002 % 
et Tris HC1 0,02 M), bouillis pendant 3 minutes k 100° 
C. L v £lectrophor&se a 6t§ effectu§e k 60 mA pendant 120 

10 minutes k travers des gels discontinus de polyacrylamide 
(Laemmli, 1970 (6)). les bandes ont 6te visualisees par 
coloration k V argent (Heukeshoven et Dernick, 1985 (4)). 

Pour le marquage de la surf ace cellulaire, on 
a centrifuge 400 -ml d f une culture de 18 heures de L. 

15 monocytogenes; les bacteries ont 6te lav&es a 3 reprises 
avec PBS J pH 7,4 et remises en suspension dans 8 ml de 
PBs PH 8,0 a 4° C. r 

Les bact&ries ont ensuite ete traitfees avec 
de la sulfosuccinimido biotine (sulfo-NHS-biotine; 

20 Pierce) k une concentration finale de 0,5 mg/ml pendant 
2 minutes sous agitation mod&r&e. 

Les cellules ont 6t6 lav&es k trois reprises 
avec PBS a pH 7,4 et extraites par extraction au SDS. 

Les extraits correspondant 4 7 \xg de prot6i- 

25 nes par couloir ont 6te d&pos&s sur des gels SDS et 
transferes comme decrit par De Rycke et al., 1989 (2) sur 
nitrocellulose (BA 85, Schleicher et Schtill. Les f litres 
de nitrocellulose ont 6t6 satur&s pendant une nult dans 
PBS k 0,5 % de g&latine et incubus pendant 1,5 heure avec 

30 de la streptavidine conjugu&e k de la peroxydase (Jack- 
son) dans du PBS contenant 0,5 % de gelatine et 0,1 M de 
Tween 20* Apr§s diffferents lavages dans le m§me tampon, 
les bandes reactives ont 6t6 revel§es avec 0,5 mg/ml de 
4-chloro-l-naphtol (Biorad) et 0,03 % v/v d f H 2 0 2 dans 

35 l'eau. 
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Les analyses des gels d f 61ectrophorese 
montrent un bande de 90 kDa pour le type sauvage qui est 
absente chez la souche LUT 12. Cette bande est 6galement 
retrouv6e chez les mutants plcB et les mutants LUT 12 
5 transform&s par act A mentionn&s ci-dessus. 

Les analyses de marquage de surface par la 
sulfosuccinimido-biotine montrent de fagon directe une 
proteine biotinyiee de 90 kA chez les bact§ries du type 
sauvage qui est absente chez la souche mutante LUT 12. 

10 Pour identifier sans ambiguity la prot&ine 90 

kDA, la bande de 90 kDA a 6te isoiee et la sequence des 
6 aminoacides de l'extremite NH 2 a et6 d6terminee et 
compar&e avec la sequence d 1 aminoacides d&duite de la 
sequence nucieotidique du gene lac A. 

15 Les extraits sur SDS correspondent a 100 pg 

de proteines par couloir ont 6t6 mis & bouillir dans un 
tampon d'echantillonage SDS contenant 7 % (p/v) d f ur6e r 
avant de realiser une eiectrophorese sur des gels au SDS 
a 7,5 %. 

20 Les proteines separ6es ont ete transferees 

sur une membrane Problott (Applied Biosys terns) dans du 
Tris 50 mM - borate 50 mM pendant 17 heures a 4 & 5 
volts/cm. Les proteines ont ete color6es pendant 5 
secondes a I 1 , aide de noir amido a 0,1 % dans une solution 

25 d f acide acetique & 1 % et de methanol & 40 %, et rincfees 
soigneusement & l'eau. Une bande de 90 kDa a ete d6coup6e 
dans plusieurs couloirs* Les proteines de la membrane ont 
ete s6quenc6es par degradation selon Edman dans un 
s6quenceur 740 A d 1 Applied Biosystems, avec, en ligne un 

30 analyseur HPLC PTH 120 A programme par le fabricant pour 
la membrane Problott. Les sequences d 1 aminoacides ont ete 
analysees sur un ordinateur Data General MV 10000 a 
1 1 Unite d 1 Inf ormatique Scientif ique de 1 1 Institut 
Pasteur. 

35 La sequence Ala-Thr-Asp-Sec-Glu-Asp de la 
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prot&ine isol6e correspond exactement aux amino-acides 
du site de clivage de la sequence signal de pr6dite 
d f apr£s la sequence peptidique-prfedite & partir du gene 
act A (fig* B). 

5 Par cons6quent, le produit mature du g&ne act 

A est une prot6ine de 610 aminoacides avec un poids 
mol6culaire calculi de 67 kDA. Elle a un poids mol6cu- 
laire apparent de 90 kDA et est exprim&e & la surface de 
la bactferie. 

10 Cette prot6ine est nScessaire & l v assemblage 

de l'actine F et son absence conduit a une attenuation 
tres importante de la virulence de Listeria monocvtognes . 
Par consequent , toute mutation affect ant le gene act A 
ou son promoteur et modifiant sensiblement ou empechant 

15 l f expression de son produit permettra l'obtention d'une 
souche attdnuee non pathogene conform&nent & l f invention. 

On rapportera ci-apres les r6sultats obtenus 
in vivo avec la souche LUT 12 sur la protection de souris 
contre une infection par Listeria monocytogenes, 

20 

IV - Ef fets in vivo de la souche LUT 12 stir la souris 

Le comportement de LUT 12 a 6t6 6tudi6 aprSs 
injection intraveineuse dans la rate et le foie de 
souris , qui sont les principaux organes cibles ou 

25 monocytogenes de type sauvage expriment leur pathogeni- 
city. Les essais cliniques utilisdes etaient les sui- 
vants : les foies et rates des souris infect^es fetaient 
r&colt&s & diff&rents moments aprds 1' infection et 
homog&n&is&es diss6qu6s pour perraettre la liberation de 

30 bact&ries, et les bactdries vivantes Gtaient comptfees in 
vitro. On a ainsi 6tabli que dans la rate, le nombre de 
LUT 12 croissait pendant les 24 premieres heures et 
d6croissait r6guli£rement jusqu ? au jour 5. 

Dans le foie, leur nombre restait constant 



35 
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jusqu'au jour 4, p&riode oil 1 1 elimination des bact6ries 
6tait hautement efficace (plus de 3 log 10 bact6ries sont 
dfetruites entre le jour 4 et le jour 5). 

Des essals suppl6mentaires ont en outre 
montr6 que des souris prfelablement infectdes par LUT 12 
6taient r6sistantes h une re-infection par le type 
sauvage L028 de L. monocytogenes, 

D' autre part, des essais ont 6t6 r6alis6s 
pour determiner si des rates r6colt6es de souris inf ec- 
t§es par LUT 12 contenaient des lymphocytes T aptes & 
conf §rer une protection & des receveurs syngfeniques naif s 
contre le type sauvage virulent de L . monocytogenes . La 
protection conf6r6e a &t6 ddterminfee par comptage des II*. 
monocytogenes vivantes, a la fois dans les foies et les 
rates des souris receveuses 48 heures apres l f infection* 
Lorsqu'elles 6taient r6colt6es au jour 7 apr&s l f infec- 
tion par la souche mutante LUT 12 , les rates contenaient 
des cellules aptes & prot6ger les receveurs d f un inoculum 
infectieux du type sauvage de L. monocytogenes . 

Les cellules conf6rant une protection se sont 
r6v61ees etre des lymphocytes T appartenant a la sous- 
classe CD8. 
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LISTE DES SEQUENCES 



I - INFORMATION GENE RALE 

5 

(1) DEMANDEUR : INSTITUT PASTEUR 

(2) TITRE DE L T INVENTION : 

Mutant att6nu6 de Listeria monocytogenes ,, 
souche recombinante de Listeria monocytogenes , 
10 utilisation comme vecteurs h6t6rologues d 1 anti- 

gene vaccinal et utilisation comme vaccin ou 
composition diagnostique. 

(3) NOMBRE DE SEQUENCES : 1 

15 II - INFORMATION FOUR SEQ ID N° 1 

CARACTERISTIQUES DES SEQUENCES 

TYPE : proteine 

LONGUEUR : 610 aminoacides 

TYPE DE MOLECULE : prot6ine de surface 
20 ORIGINE 

ORGANISME : Listeria monocytogenes 

LIGNEE CELLULAIRE : LO 28 
CARACTERISTIQUE 

NOM DE LA PROTEINE : produit du gdne Act A 

25 

III - DESCRIPTION DE LA SEQUENCE 

-29 MGUfRFMRftMMYYFTTftNCTTTWPnTTFft 
•»•••» 

1 AIDSEDSSLNTDEWEEEKTEEQPSEVNTGPRYETAREVSSRDIKE 
46 LEKSNKVRNTNKADL33VMI*KEKAEKGPN INNNHSEQTENAAINEE 
30 91 ASGAORPAIQVERRHPGLPSDSAAEIKKRHKAIASSDSELESIiTY 

136 PDKPTKVNKKKVAKESVADASESDLDSSMQSADBSSPQP LKANQQ 
181 PFFPKVFKKIKDAGKWVRDRIDENPEVKKAIVDKSAGLIDQLLTK 
226 KKSEEVNAS 

235 tDFPPPPTDEELRLALPETPMLLGFNAPATSEPSSF I 



35 379 DF „ TDDEE SET 



270 efpppptdeelrlalpetpmllgfnapatsepssfI 
305 efppppteoelklxretassldssftrgdiaslrmainrhsqnfs 
350 dfppipteeei 1grg6r 
367 ptseee sslnsg 



369 1 TEEEq DRIADLRDRGTGKBSRNAGFLPLHPFASSPVPSL 
428 SP KVSKISAPALISDITKKTPFKMPSQPLHVFNKKTTTKTVTKKP 
473 TPVKTAPKIAELPATKPQETVLRENKTPFIEKQAETNKQSINMPS 
518 LPVIQKEATESDKEEMKPQTEEKMVEESESANNANGKNKSAGIEE 
563 GKIiIAKSAEDEKAKEEPGNHTTLTTAMTiATGYFiSTffrAFTKT TQTi 
607 RKNN 
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SYMBOLES DES ACIDES AMINES 



A 


Ala 


alaninp 

q Jfc Q* AULA 


c 






D 


Asp 


aclde aspartique 


E 


Glu 


acids crlutamicme 


F 


Phe 


nh&nvl alanine 


G 


Gly 


glycine 


H 


His 


histidine 


I 


lie 


isoleucine 


K 


Lys 


lysine 


T. 

Li 


JutiU. 


1 01 ir^"l no 


M 


Mot 


ino"t~n^ on ■? no 
IUt£ L.I IX Ul 1X1 lc 


M 


Acsn 




P 


Pro 


nroline 


Q 




. g xu Xauiine 


R 


Arg 


arginine 


s 


Ser 


serine 


T 


Thr 


threonine 


V 


Val 


valine 


W 


Trp 


tryptophane 


Y 


Tyr 


tyrosine 
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REVINDICATIONS 

1. Mutant att6nu6 de Listeria monocytogenes 
comportant, dans le gene act A ou dans le promoteur de 
celui-ci, une mutation apte & bloquer ou modifier 

5 sensiblement l f expression de la prot6ine cod6e par le 
gene act A. 

2. Mutant att&nug de Listeria monocytogenes 
selon la revendication 1, caract6ris6 en ce que la 
mutation consiste en une insertion , une d61i6tion ou une 

10 mutation par mutagdnese dirig6e. 

3. Mutant attenue de Listeria monocytogenes 
selon la revendication 1 ou la revendication 2, caract6- 
ris6 en ce que la mutation consiste en 1* insertion d f un 
transposon stable. 

15 4. Mutant attenu6 de Listeria monocytogenes 

selon la revendication 3, caract§ris6 en ce que le 
transposon stable est le transposon Tn917-lac. 

5. Mutant attenu& de Listeria monocytogenes . 
selon l'une quelconque des revendications pr£c6dentes, 

20 caract6ris6 en ce que la mutation est effectufee dans le 
fragment d f ADN codant pour la sequence peptidique S. 
motifs r6pet6^ comprise entre les aminoacides 235 & 315 , 
350 h 360, 367 a 385 et 389 a 393 de la sequence SEQ ID 
n°l. 

25 6* Mutant att§nu6 selon l f une des revendica- 

tions 1 & 4, caract6ris6 en ce que la mutation consiste 
en une insertion entre les aminoacides 61 et 62 de la 
sequence peptidique SEQ ID n° 1. 

7. Mutant att£nu& de Listeria monocytogenes 
30 selon la revendication 6, d6nomm6 LUT 12, d6pos6 & la 

CNCM le 30 Janvier 1992 sous le n° 1-1167. 

8. Vaccin humain ou v6t6rinaire, caract6ris6 
en ce qu'il comprend en tant que composant actif une 
souche mutante att6nuee de Listeria monocytogenes selon 

35 l'une des revendications pr6cedentes. 
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9. Souche recombinante de Listeria monocyto- 
genes r caract6ris6e en ce qu'ellz comporte tin ADN h6t6ro- 
logue, soit ins6r6 dans le g&nome d'un mutant att6nu6 
selon l'une des revendications prdcedentes, soit port6 

5 par un plasmide qui se r&plique dans le mutant att6nu&. 

10. Souche recombinante selon la revendica- 
tion 9, caract6ris6e en ce que l f ADN h6t6rologue consiste 

en un gftne h&t&rologue codant pour un antigftne protecteur 

c 

cible de lymphocytes T de la sous-classe CD8. 
10 11. Souche recombinante selon la revendica- 

tion 10 , caract6ris6e en ce que l 1 antigene est un anti- 
gene bactftrien, notamment de mycobact6ries . 

12. Souche recombinante selon la revendica- 
tion 10, caract6ris£e en ce que I'antigftne est un anti- 

15 gene parasitaire, notamment de Leifihmania, de Trypanosoma 
ou de Toxoplasma. 

13. Souche recombinante selon la revendica- 
tion 10 , caract6ris£e en ce que l'antigftne est un anti- 
gene viral, notamment du VIH, du virus de la chloriom6- 

20 ningite lymphocytaire ou du virus de la grippe. 

14. Souche recombinante selon la revendica- 
tion 13, caract&ris&e en ce que I'antigftne est l f antigene 
gag et/ou l f antigene nef du VIH et/ou tout ou partie de 
l'enveloppe gp 120 du VIH1 ou gp 140 du VIH2. 

25 15. Souche recombinante l'une des revendica- 

tions 9 ft 14, caracteris&e en ce qu'elle comporte un 
promo teur de Listeria en amont de l 1 ADN h£terologue. 

16. Souche recombinante selon la revendica- 
tion 15, caract6ris6e en ce que le promoteur est le 

30 promoteur hly. 

17. Souche recombinante selon la revendica- 
tion 16, caracteris&e en ce que l'ADN h&t£rologue est 
fusionnd avec le d6but du gene hly, de maniere ft utiliser 
la sequence signal de la listeriolysine 0 pour secr6ter 

35 le produit de l f ADN h6t6rologue dans le cytoplasme de la 
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cellule hdte. 

18. Vaccln humaln ou v6t6rinaire recombinant, 
caract6ris6 en ce gu'll comprend en tant que composant 
actlf une souche recombinants selon l'une des revendica- 

5 tions 9 a 17. 

19. Composition de diagnostic comprenant une 
souche recombinante de Listeria monocytogenes selon 1 v une 
des revendications 10 & 17, pour le contrdle de l'6tat 
de protection d'un hdte humain ou animal contre une 

10 infection provoqu6e par un microorganisme comprenant un 
antigene sensiblement identigue & celui code par le gene 
h&terologue insere dans la souche mutante recombinante 
ou ports par un plasmide se repliguant dans la souche 
mutante recombinante. 



1/1 



A. 



TnP/7/ac insertion des plasmides 



mp/ OCtA pfcfl ORFX ORFZ 

o 



ORFY 

5.7kb ^ Ub 



B. 



-29 pfiTMlFMRAMM VVFTTANCTTTNPDIIFA 

1 ato^dsslntdeweeekteeqpsevntgpryetarevssrdike 

46 i£ksnkvrntnkadle&mij^^ 

91 asgadrpaiqverrhpglpsdsaaeikkrrkaiassdseleslty 
136 pdkptkvnkkkvakesvadasesdldssmqsadesspqplkanqq 
181 pffpkvfkkikdagkwvrdridenpevkkaivdksaglidqlltk 
226 kkseevnas , 



235 DFPPPPTDEELRLALPETPMLLGFNAPATSEPSSF 
270 EFPPPP TDEELRLALPBTPMLIJSFNAPATSEPSSF 



305 EFPPPPTEDEItllRETASSLDSSFTRGDLASLRNAINRHSQNFS 
350 DFPPIPTEEEI tfGRGGR 
367 PTSEEF SSLNSG 

379 DF TDDEKSET 

389 TEEEI DRLADLRDRGTGKHSRNAGFLPLNPFASSPVPSL 

428 SP KVSKI SAP ALISD ITKKTPFKNP SQP LNVFNKKTTTKTVTKKP 
473 TP VKTAP KLAELP ATKPQETVLRENKTP FIEKQAETNKQS I NMP S 
518 LPVIQKEATESDKEEMKPQTEEKMVEESESANNANGKNRSAGIEE 
563 GKLIAKSAEDEKAKEEPGNHTTLIL&MLMffltESLfi&EIKII^ 
607 RKNN 
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